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(ft) Komplexe fur den Transport von Nukleinsaure in hohere eukaryotische Zellen 
® Komplexe aus Nukleinsaure und Polyethylenimin (PEI), 

in denen PEI mit einem da ran kovalent gekoppelten hy- 

drophilen Polymeren, wie Polyethylenglykol. modifiziert 

ist sowie Verfahren zu deren Herstellung. An PEJ ist gege- 

benenfallseinzellularer Ligand wie Transferrin gekoppelt. 

Die Komplexe konnen in kleiner PartikelgroBe hergestellt 

und fur den Transfer von therapeutisch wirksamen Genen 

in Saugetierzellen verwendet werden. 
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Beschreibung 



Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet des Gentrans- 
fers. 

Es ist be kann t, daB die Komplexierung von DNA mit Po 
lyethylenimin (PEI) erfolgreich eingesetzt werden kann, urn 
Gene in die Zelle zu tianspoitieren (Boussif et al., 1995; 
Boussif et aL, 1996; Abdallab et aL, 1996). Der Gentransfer 
erfblgt dabei dadurch, daB die Komplexe ungerichtet an Zel- 
len gebunden und aufgenommen weiden. Urn eine Spezifitat 
der Bindung zu erreichen, wurden verschiedene Liganden, 
z. B. Transferrin (Tf) oder Antikorper kovalent an PEI ge- 
koppelt, urn die Gene iiber den Mechanismus der rezeptor- 
vermittelten Endozytose in die Zelle zu transportieren (Kir- 
cheis et al., 1997). Auch bei dieser Methode bleibt jedoch 
ein gewisser Anteil des erzielten Gentransfers unspezifisch, 
was auf eine Aufnahme der Komplexe in die Zelle unabhan- 
gig vom Liganden zuriickzufiihren isL 

Fiir die effiziente Anwendung der Gentherapie in vivo 
gibt es, neben der Spezifitat, weitere Voraussetzungen, die 
es zu erfullen gilt. Dazu zahlt fur viele Anwendungen eine 
moglichst geringe GroBe der Komplexe. Das Erfordernis 
moglichst kleiner Komplexe ist u. a. durch die physikali- 
schen Gegebenheiten im Organismus bedingt, wie zum Bei- 
spiel den geringen Durchmesser vieler BlutgefaBe; ein Er- 
reichen bestimmter Gewebe ist nur durch kleine. nicht ag- 
gregierende Komplexe moglich. Soil die Aufnahme der 
Komplexe durch rezeptorvermittelte Endozytose erfolgen, 
so ergibt sich eine GrbBenlimitierung von max. 200 nm, urn 
eine Aufnahme in die "coated pits" zu ermoglichen (Stryer 

1990) . 

Polykalion/DNA-Komplexe weisen gegeniiber viralen 
Systcmen den Vorteil geringer Immunogenitat und geringer 
Risiken auf, sind jedoch im Vergleich zu viralen Gentrans- 
fermethoden weniger effizient (Hodgson et aL, 1995). Die- 
ser Nachteil kann grundsatzlich durch den Einsatz groBerer 
Mengen an zu transferierender DNA ausgeglichen werden. 
In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung zeigte sich je- 
doch, daB durch Erhohung der Konzentration an DNA und 
Polykation die Tendenz zur Aggregatbildung bei der Kom- 
plexierung zunimmt 

Ein limitierender Faktor beim Gentransfer ist ferner die 
unspezifische Immunabwehr im Blutstrom des Organismus 
durch sog. Opsonisierung, welche eine der ersten Barrieren 
ist, die Gentransferpartikel in vivo iiberwinden miissen. Da- 
bei binden Plasmaproteine an eingedrungene Bakterien, Vi- 
ren oder andere Fremdkorper und losen dadurch weitere Ab- 
wehrmechanismen des Immunsystems aus (Roitt et al. 

1991) . Die Bedeutung der Proteinbindung an Liposomen, 
wie sie fur den Gentransfer verwendet werden konnen, 
wurde von Chonn et aL, 1992 gezeigt Hier konnte ein direk- 
ter Zusammenhang zwischen der Menge an gebundenem 
Protein und der Halbwertszeit der Liposomen im Blutstrom 
nachgewiesen werden. 

Eine weitere wichtige Komponente der unspezifischen 
Immunabwehr ist die Aktivierung des Komplementsystems. 
Viele kationische Lipide und andere Polykationen, die fiir 
den Gentransfer verwendet werden, zeigen eine starke Kom- 
plementaktivierung (Chonn, et al., 1991; Plank et al., 1996). 
In der Natur vorkommende sogenannte Dysopsonine kon- 
nen ein Anheften dieser Proteine verhindern (Absolom, 
1986). So konnen zum Beispiel Bakterien der Opsonisie- 
rung entgehen, indem sie an ihrer Oberflache hoch hydro- 
phile Zuckerreste tragen. 

Es wurden bereits verschiedene Methoden entwickelt, um 
eine Opsonisierung von Partikeln zu verhindern. Eine der 
am hSufigsten angewandten Methoden ist die Verwendung 
von kovalent gekoppeltem Polyethylenglykol (PEG) (Mori 



et al., 1991; Chonn et al., 1992; Woodle et al., 1994). Dabei 
konnte sowohl eine reduzierte Proteinbindung als auch eine 
verlangerte Halbwertszeit der verwendeten Liposomen im 
Blutstrom gezeigt werden. 
5 Die Menge des eingesetzten PEG betrug meist zwischen 
2 und 10% PEG-gekoppeltem Lipid im Liposom (m/m), das 
Molekulargewicht von PEG zwischen 750 und 5000 D (Kli- 
banov et aL, 1990.; Blume et aL, 1990; Mayhew et al., 1992; 
Papahadjopoulos et aL, 1991; Senior etaL, 1991; Mori etaL, 

to 1991; Yoshioka, 1991). Fiir die sterische Stabilisierung von 
Partikeln wurde von Woodle et al., 1994, die Bedeutung des 
Molekulargewichts gezeigt Dabei erwiesen sich PEG-Deri- 
vate ab einer GroBe von 2000 D bis 5000 D geeignet; in der 
Arbeit von Torchilin et aL. 1992 zeigten sich PEG-Derivate 

13 mit einem Molekulargewicht 5000 D als geeignet 

Klibanov et al., 1991 beschrieb die stabilisierende Wir- 
kung von PEG 5000 D in Liposomen, die spezifische Ligan- 
den enthalten (sog. Immunoliposomen). Dabei konnte aber 
festgestellt werden, daB dieses PEG zu einer etwas ver- 

20 schlechterten Bindung des liganden an den Rezeptor fuhrt 
In Torchilin et. aL, 1992, wird jedoch gezeigt, daB die ver- 
langerte Halbwertszeit der Immunoliposomen durch PEG- 
coating und somit eine Verringerung der unspezifischer Auf- 
nahme durch das RES (retikuloendotheliale System) die 

25 verschlechterte Ligand-Rezeptor Interaktion mehr als kom- 
pensiert 

Von Kirpotin et al., 1997, wird die Anwendung bifunk- 
tioneller PEG's, deren Herstellung von Zalipsky et aL, 
1997, naher dargestellt wird, fur die nachtragliche Kopplung 

30 von Liganden an PEG-Liposomen gezeigt. 

Ahnliche Ergebnisse wie mit PEG konnten fiir Liposo- 
men mit Gangliosiden von Mori et al., 1991), und fiir Poly- 
styren- und Goldpartikel mil Co-Polymeren aus Polyoxy- 
ethylen und Polyoxypropylen (Moghimi et al., 1993) er- 

35 reicht werden. Um die Aktivierung des Komplementsy- 
stems zu verringera, wurden DNA/Polylysinkomplexe 
ebenfalls mit PEG modifiziert (Plank et al., 1996). Eine Er- 
hohung der Spezifitat sogenannter Immunoliposome konnte 
von Torchilin et aL, 1992, gezeigt werden. Dabei zeigten Li- 

40 posomen, die sowohl Antikorper fiir ein bestimmtes Ge- 
webe als auch PEG enthalten, eine deutlich bessere Spezifi- 
tat als Liposomen ohne PEG. 

Versuche von Torchilin et aL, 1994, ergaben, daB amphi- 
phile Vinylpolymere die Halbwertszeit von Liposomen in 

45 vivo deutlich verlangern konnen. Torchilin und Papisov, 
1994, zeigten, daB fur den Schutzeffekt von PEG und die da- 
durch bewirkte langere Halbwertszeit von Liposomen die 
Beweglichkeit der Polymerkette verantwortlich sein diirfte. 
Die bisherigen Versuche zur Verringerung der Interaktion 

so von DNA/Polykationkomplexen mit dem Komplementsy- 
stem beschrankten sich auf Polylysin enthaltende Komplexe 
(Plank et al., 1996). Dabei wurde der Effekt beobachtet, daB 
durch das Koppeln von PEG an positiv geladene DNA^Poly- 
lysin Komplexe eine Verringerung der Komplementaktivie- 

55 rung erreicht werden kann. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
ein alternatives Gentransfersystem bereitzustellen, das efB- 
zient und sehr spezifisch sowie fiir in vivo Anwendungen 
geeignet ist 

60 Die Losung dieser Aufgabe besteht in Komplexen aus 
Nukleinsaure und Polyethylenimin, die dadurch gekenn- 
zeichnet sind, daB das Polyethylenimin mit einem daran ko- 
valent gekoppelten hydrophilen Polymeren modifiziert ist 
Im folgenden werden die erfindungsgemaBen Komplexe 

65 der Einfachheit halber als DNA/PEI/Polymer-Komplexe be- 
zeichnet 

Das Verhaltnis von DNA zu PEI wird im folgenden durch 
die Angabe des molaren Verhaltnisses der Stickstoffatome 
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im PEI zu den Phosphatatomen in der DNA angegeben 
(N/P-Wert); ein N/P-Wen von 6.0 enlspricht einer Mischung 
von 10 jig DNA mit 7,5 ug PEI, bei diesem Verhaltnis sind 
die Komplexe annahernd elektroneutraL 

Der N/P-Wert der Komplexe kann iiber einen breiten Be- 5 
reich schwanken, er kann im Bereich von etwa 2 bis etwa 
100 gelegen sein. Bevorzugt betragt das Verhaltnis etwa 2 
bis etwa 20, besonders bevorzugt betragt das Verhaltnis 3 
bis 10. 

Im einzelnen kann der N/P-Wert fur den speziellen An- 10 
wendungsfall, z. B. fur den zu transfizierenden Zelltyp, 
durch Vorversuche ermittelt werden, indem unter ansonsten 
identischen Bedingungen das Verhaltnis erhoht wird, um 
das im Hinblick auf die Iransfektionseffizienz optimale Ver- 
haltnis festzustellen und einen ftlr die Zellen toxischen Ef- is 
fekt auszuschlieBen. 

Das in den Komplexen enthaltene PEI weist ein Moleku- 
largewicht von ca. 700 D bis ca. 2 000 000 D auf. 

GroBere PEI-Molektile ergeben nach Komplexierung mit 
DNA bereits bei niedrigeren N/P Verhaltnissen ein Opti- 20 
mum der Transfektioneffizienz, sie resultieren im allgemei- 
nen in einer sehr guten Iransfektionseffizienz. Kleinere Mo- 
lekiile, von denen pro vorgegebener DNA-Menge eine gro- 
Bere Menge zur Komplexierung erforderlich ist, haben, bei 
geringerer Effizienz, den Vorteil einer geringeren Toxizitat. 2S 
Welches PEI-Molekul im einzelnen verwendet wird, kann in 
Vorversuchen ermittelt werden. 

Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind 
PEI-Molekule im Molekulargewichtsbereich zwischen 2000 
und 800 000. 30 

Beispiele fur kommerziell erhaltliches PEI mit unter- 
schiedlichen Molekulargewichten, das im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung geeignet ist, sind PEI 700 D, PEI 2000 
D, PEI 25 000 D, PEI 750 000 D (Aldrich), PEI 50 000 D 
(Sigma), PEI 800 000 D (Fluka). Von BASF wird PEI unter as 
dem Markennamen Lupasol® ebenfalls in verschiedenen 
Molekulargewichten angeboten (Lupasol® FG: 800 D; Lu- 
pasol® G 20 wasserfrei: 1300 D; Lupasol® WF: 25 000 D; 
Lupasol® G 20:1300 D; Lupasol® G 35: 2000 D; Lupasol® 
P: 750000 D; Lupasol® PS: 750000 D; Lupasol® SK: <w 
2000 000 D). 

Das hydrophile, an PEI gebundene Polymere ist vorzugs- 
weise linear bzw. in einem nur geringen AusmaB verzweigt, 
so daB seine Beweglichkeit weitgehend erhalten bleibt. 
(Ohne auf diese Theorie festgelegt sein zu wollen, diirfte die 45 
positive Wirkung des Polymeren, neben seiner Hydrophilie, 
auf seine Beweglichkeit zuriickzufuhren sein.) 

Beispiele fur hydrophile, an PEI gekoppelte Polymere, 
sind ausgewahlt aus der Gruppe Polyethylenglykole (PEG), 
Polyvinylpyrollidone, Polyacrylamide, Polyvinylalkohole, so 
oder Copolymer© dieser Polymere. 

Bevorzugt als hydrophiles Polymer ist PEG. 

Das Molekulargewicht des hydrophile n Polymeren be- 
tragt im allgemeinen etwa 500 bis etwa 20 000 D, vorzugs- 
weise werden Molekiile mit einem Molekulargewicht von SS 
1000 bis 10 000 D eingesetzt 

Die Menge an Polymer fur die Kopplung an PEI wurde 
anhand von PEG in Vorversuchen zur vorliegenden Erfin- 
dung aus der Analyse der Anzahl primarer Amine im PEI- 
Molekiil mittels Ninhydrin-Assay (Sarin et al., 1981) be- 60 
stimmt. Dabei konnte festgestellt werden, daB ca. jedes drei- 
zehnte Stickstoffatom in Form eines primaren Amines vor- 
liegt. Daher wurde als Ausgangspunkt ein Gewichtsverhalt- 
nis von PEG-5000 D-Derivat zu PEI von 9,2 gewahlt. Die- 
ses entspricht groBenordnungsmaBig einem molaren Ver- 65 
haltnis PEG: primare Aminogruppen/PEI-Molekul von 
1 : 1. 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefuhr- 



ten Experimente sowie Begleitversuche zeigten, daB ein 
molares Verhaltnis Polymer primare Aminogruppen/PEI in 
einem Bereich von 1 : 10 bis 10 : 1 fur die sterische Stabili- 
sierung von DNA/PEI Komplexen, je nach Anwendungs- 
falL geeignet ist. Bevorzugt betragt der Bereich 1 : 5 bis 
5 : 1, besonders bevorzugt 1 : 3 bis 1 : 1. 

PEI ist gegebenenfalls mit einem zellularen Liganden 
modifiziert, um die spezifische Aufnahme der Komplexe 
durch Bindung an Zelloberflachenproteine, insbesondere 
Rezeptoren, zu bewirken. Beispiele fiir Liganden sind in der 
WO 93/07283 angefuhrt, bevorzugt wird als Ligand Trans- 
ferrin verwendet. 

Das fur einen bestimmten Transfektionsansatz j eweils am 
besten geeignete Polymermolekiil kann, nach Typ, Moleku- 
largewicht und Menge, in Vorversuchen ermittelt werden, 
ebenso die ZweckmaBigkeit der Modifikation von PEI mit 
einem zellularen Liganden. Bei derardgen Vorversuchen 
wird von einem vorgegebenen DNA/PH-Komplex ausge- 
gangen und das Polymere hinsichtlich Art und Menge vari- 
iert, dann wird die Stabilitat der Komplexe unter den ge- 
wahlten Transfektionsbedingungen verglicben. Im Hinblick 
auf die Notwendigkeit bzw. Auswahl eines Liganden wer- 
den Komplexe, die bis auf das Vorhandensein oder Fehlen 
eines zellularen Liganden identisch sind, hinsichtlich ihrer 
Transfektionseffizienz miteinander verglichen. 

Der Ligand wird an PEI mittels herkommlicher Met hoden 
gekoppelt, z. B. auf chemischem Weg, wie in der WO 
93/07283 fur die Kopplung von Virus, Virusproteinen oder - 
peptiden mit Polyaminverbindungen beschrieben. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung ist PEI mit dem 
Liganden iiber das hydrophile Polymere verbunden. Diese 
Ausfuhrungsform weist den Vorteil auf, daB hinsichtlich der 
PolymergroBe geringere Einschrankungen auftreten, weil 
die Zuganglichkeit des Liganden, der sich in dieser Anord- 
nung auBerhalb der Polymerschicht befindet, und des sen 
Bindung an den Rezeptor nicht durch das Polymere blok- 
kiert wird. 

Die in den erfindungsgemaBcn Komplexen enthaltene 
Nukleinsaure wird vor allem durch den in der Zelle zu erzie- 
lenden biologischen Effekt definiert, im Falle der Anwen- 
dung im Rahmen der Gentherapie durch das zur Expression 
zu bringende Gen bzw. den Genabschnitt, z. B. zwecks Sub- 
stitution eines defekten Gens, oder durch die Zielsequenz ei- 
nes zu inhibierenden Gens. Bei den in die Zelle zu transpor- 
tierenden Nukleinsauren kann es sich um DNAs oder RNAs 
handeln, wobei hinsichtlich der Nukleotidsequenz keine Be- 
schrankungen bestehen. 

Die erfindungsgemaBen Komplexe haben den Vorteil, daB 
sie in geringer GroBe herstellbar sind, wobei dieser Effekt 
durch einen gegebenenfalls an PEI gekoppelten Liganden 
nicht beeintrachtigt wind. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt ein Ver- 
fahren zur Herstellung der DNA/FEI-Polymer-Komplexe. 

Die Herstellung von DNA/PEI/Polymer-Komplexen 
kann auf unterschiedliche Art und Weise erfolgen. 

Bevorzugt werden zuerst DNA und PEI durch Mischen 
der Losungen komplexiert und anschlieBend, z. B. nach ei- 
ner Reifungszeit von etwa 20-40 Minuten, kann die Reak- 
tion mit dem Polymeren (im Fall der Rcaktion mit PEG die 
"PEGylierung") erfolgen, wie sie in den Beispielen der vor- 
liegenden Erfindung durchgefuhrt wurde. Im Zuge der vor- 
liegenden Erfindung wurde festgestellt, daB Komplexierung 
bei hohen Konzentrationen der Komplexpartner einen deut- 
lich hdheren Anteil an aggregierten Komplexen liefert 
(siehe Beispiel 3c). Es wurde festgestellt, daB diese uner- 
wunschte Aggregation durch Mischen der Komplexe aus 
sehr verdiinnten Losungen weitgehend hintangehplten wer- 
den kann. Die Verringerung der Salzkonzentration unter den 
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physiologischen Wert verringert den Effekt der Aggregatbil- 
duog (Beispiel 1). Die Veiwendung von eotionisiertem Was- 
ser anstatt physiologischer Salzkonzentration kann die Ag- 
gregation verhindern (Beispiel 1). Es hat sich gezeigt, daB 
physiologische Glukosekonzentrationen keinen EinfluB auf 5 
die Aggregatbildung haben (s. Fig. 1). Es zeigte sich, daB 
eine Erhohung der Salzkonzentration auf einen Wert im 
physiologischen Bereich im AnschluB an die Komplexie- 
rung sich nicht negativ auf die Stabilitat der Komplexe aus- 
wirkt, wahrend Komplexe ohne PEG rasch Aggregate bilde- to 
ten (Fig. 2a). 

Vorzugsweise wird daher die Komplexierung bei niedri- 
gen Konzentrationen der Komplexpartner, vorzugsweise bei 
ca. 5 bis 50 ug DNA/mL insbesondere 10 bis 40 ug 
DNA/mL durchgefuhrt. Die PEI-Konzentration wird, ent- 15 
sprechend dem jeweiligen N/P-Wert, auf die DNA-Konzen- 
tration abgestimmt; sie betragt z. B. 1,25 ug/ml PEI 800 000 
Dbei einem N/P-Wert voo 2 und edner DNA- Konzentration 
von 5 ug/ml; bei einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml 
entsprechend 12,5 ug/ml PEI 800 000 D. Die Komplexie- 20 
rung wird auBerdem bei mSglichst niedriger Ionenkonzen- 
tration durchgefuhrt, um ein Auftreten von Aggregated be- 
reits bei der Komplexierung oder unmittelbar anschlieBend 
daran zu verhindern. Gegebenenfalls wird, im Hinblick auf 
die weitere direkte Verwendung der Komplexe in vivo, die 25 
Komplexierung in Gegenwart physiologischer Zuckerkon- 
zentration (Dextrose, Glukose, Saccharose) durchgefuhrt. 

Die Verhinderung der Aggregation der Komplexe ist ver- 
mutlich durch die Ausbildung einer dickeren Hydratations- 
hfllle bewirkt, die das Zusammenklumpen der Komplexe 30 
verhindert. 

In einer altemativen Methods werden Komplexe aus ver- 
diinnten Losungen erhalten, wobei PEI eingesetzt wird, das 
bereits mit dem Polymeren, z. B. PEG, kovalent gekoppelt 
ist (Beispiel 2b). Auch hier zeigte sich der stabilisierende 35 
Effekt von PEG, welches das Aggregieren der Komplexe 
auch nach Salzzugabe verhindert 

Die kovalente Kopplung des Polymeren an PEI kann mit- 
tels herkommlicher Methoden durchgefuhrt werden, wobei 
Polymer-Derivate verwendet werden, die an die freien Ami- 40 
nogruppen von PEI binden kSnnen. Unterschiedliche Deri- 
vate sind kommerziell erhaltlich, z. B. die entsprechenden 
PEG-Derivate (Shearwater Polymers, USA): 
N-Hydroxysuccinimidylaktivester (Abuchowski et al., 
1984; Klibanov et al., 1990 zeigten die Verwendbarkeit der 4S 
entsprechenden PEG-Derivate fiir die Modifizierung von Li- 
posomen); Beispiele fiir kommerziell erhaltliche PEG-Deri- 
vate dieses Typs sind Methoxy-SS-PEG, MW 5000 D; Me- 
thoxy-SSA-PEG, MW 5000 D); Succinimidylsuccinat-Pro- 
prionsaure-Derivate (Methoxy-SPA-5000, MW 5000 D; 50 
Methoxy-SPA-20 000, MW 20000 D; Methoxy-SSPA- 
PEG, MW 5000); Oxycarbonylimidazol-Derivate, die unter 
Urethanbildung reagieren (die Bindung von PEG-Derivaten 
dieses lyps an Proteine wurde von Beauchamp et al., 1983, 
gezeigt, die Verwendung zur PEGylierung von Liposomen 55 
von Allen et aL, 1991; Beispiele fur Handelsprodukte sind 
Methoxy-PEG-CDI, MW 5000 D); Glycidylether (Pita et 
aL, 1970; Elling et al., 1991); Tresylate (die Bindung von 
PEG-Tresylaten an Proteine und Liposomen wurde be- 
schrieben von Nilsson et al., 1984; Yoshinaga et al., 1989; 60 
Delgado et al., 1990; Dust et al., 1990; Senior et al., 1991; 
Klibanov et aL, 1991; Beispiele fur kommerziell erhaltliche 
PEG-Tresylate sind Methoxy-PEG-Tres, MW 5000; Me- 
thoxy-PEG-lres, MW 200); Aldehyde, deren Bindung mit 
Natriumcyanborhydrid an Aminogruppen erfolgt (Wirth et 65 
aL, 1991; Handelsprodukte sind Methoxy-PEG-ald, MW 
5000; M-ALD-PEG-200: Methoxy-PEG-ald, MW 2000). 
Im Falle der Gegenwart eines zellularen Liganden in den 



Komplexen wird bei der Herstellung wie folgt vorgegangen: 
In einer Ausfuhrungsform wird das PEI an den Liganden ge- 
koppelt, wie in der EP 388 758 Al bzw. von Kircheis et al., 
1997, beschrieben, im AnschluB daran wird die Komplexie- 
rung mit den ubrigen Reaktionspartnem vorgenommen, wie 
oben beschrieben. 

Um Komplexe herzustellen, in denen die Bindung des Li- 
ganden an PEI iiber das Polymere erfolgt, werden bifunktio- 
nelle Polymere verwendet, die an beiden Molektilenden un- 
terschiedliche reaktive Gruppen aufweisen. Dazu konnen 
Polymere, z. B. PEG, verwendet werden, wie sie bisher fiir 
die Kreuzvernetzung unterschiedlicher Makromolekiile ver- 
wendet wurden, z. B. fur die Vemetzung von Cofaktor und 
Apoenzym (Nakamura et al., 1986), Zielsteuerung polyme- 
rer Wirkstoffe (Zalipsky und Barany, 1990) oder PEG-Be- 
schichtung von Oberflachen und Proteinen (Harris et al., 
1989). Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung u. a. ver- 
wendbaren bifunktionellen Derivate sind kommerziell er- 
haltlich, sie enthalten Aminogruppen, Hydroxygruppen 
oder Carbon sauregruppen an den Molektilenden, z. B. wie 
von Shearwater Polymers erhaltliche Produkte. Ebenfalls 
verwendbare Derivate sind NHS-Maleinimid- und NHS- Vi- 
nylsulfonderivate, die ihre Reaktionsoptima bei unter- 
schiedlichen pH-Werten haben. Auch Biotin-PEG-Malein- 
imid oder -NHS Derivate konnen verwendet werden, wobei 
an die MAL bzw. NHS Gruppe eine kovalente Kopplung er- 
folgen kann und die biotinylierte Seite mit Streptavidin ent- 
haltenden Molektilen oder Parti kel reagieren kann. 

Bei Verwendung bifunktioneiler Polymere ergeben sich 
fiir die Bildung von DNA/PEI/Ligand/Polymer- Komplexen 
mehrere M&glichkeiten: Dabei kann die Kopplung von bi- 
funktionellem Polymer, z. B. PEG, an PEI erfolgen und ein 
Ligand mit passender funktioneller Gruppe an die zweite, 
freigebliebene funktionelle Gruppe am Polymer, wahlweise 
vor oder nach Komplexierung mit DNA, gekoppelt werden. 
Die Bindung PEG-PEI kann (iber die primaren Amine des 
PEI erfolgen, wobei jedoch auch die vorhergehende Kopp- 
lung anderer reaktiver Gruppen, wie SH-Gruppen, an PEI 
moglich ist, die als Reaktionspartner fur PEG-Derivate fun- 
gieren konnen. Auch ist die vorhergehende Kopplung von 
Liganden an bifunktionelles PEG moglich, wobei die wei- 
tere Bindung an PEI vor oder nach Komplexierung mit 
DNA moglich ist. In all diesen Fallen ergeben sich dabei, 
besondcrs bei der Verwendung kleiner Liganden, Vorteile, 
die bei einer eventuellen nachtraglichen PEGylierung durch 
das PEG abgeschirmt werden konnen. 

Durch die Verwendung bifunktioneiler PEG Derivate 
funktioniert das lineare, hydrophile Polymer-Molekul ge- 
wissermaBen als Abstandh alter zwischen PEI und Ligand. 

Fiir bestimmte in vivo Anwendungen ist es im Hinblick 
auf eine hohe Gentransfereffizienz erforderlich, daB die er- 
findungsgemaBen Komplexe in hoher Konzentration, 
zweckmaBig in einer Konzentration von mindestens ca. 
200 ug DNA/ml, vorliegen. Die Komplex konzentration 
kann, bei hoherem Gehalt an hydrophilem Polymer, bis zu 
ca. 1 mg/ml betragen. 

Die erfindungsgemaBen Komplexe weisen uberrascher- 
weise den Vorteil auf, daB sie aus verdiinnten Losungen auf 
die erforderliche hohe Konzentration gebracht werden kon- 
nen, ohne daB eine nennenswerte Aggregatbildung, die die 
Gentransfereffizienz beeintrachtigen wurde, auftritt. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt eine Zu- 
sammensetzung fur die Transfektion hoherer eukaryotischer 
Zellen, die DNA/PFJ/PEG Komplexe in einer Konzentra- 
tion, bezogen auf DNA, von etwa 200 ug/ml bis etwa 
1 mg/ml enthalt. 

Insbesondere liegt die Zusammensetzung in Form einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung vor. In dieser Ausge- 
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staining dient die Zusammensetzung zur Transfektion von 
Saugetierzellen in vivo; sie enthalt als aktiven Bestandteil 
einen Komplex, der eine therapeutisch wirksame Nuklein- 
saure enthalL Mit Hilfe der erfindungsgemaBen pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung kann, bei lokaler Anwendung, 
eine hohe Konzentration an therapeutisch wirksamer DNA 
im Gewebe erzielt werden. Bei der systemischen Anwen- 
dung bat die Zusammensetzung den Vorteil, daB die Kom- 
plexe wegen der Verhinderung der Opsonierung weder un- 
spezifischer Bindung noch Abbau unterliegen. 

Die pharmazeutische Zusammensetzung kann z. B. vor- 
teilhaft fur die Therapie von Tumorerkrankungen verwendet 
werden, um intratumoral DNA, kodierend fur ein oder meh- 
rere Zytokine, wie Interleukin-2, IFN-ct, JFa-y, TNF-a oder 
ein Selbstmordgen, wie das Herpes Simplex Thymidinki- 
nase-Gen, zu verabreichen. Eine weitere Anwendung, bei 
der die \ferteile der erfindungsgemaBen Zusammensetzung 
zum Tragen kommen, ist die sog. genetische Tumorvakzi- 
nierung. Die dabei zur Anwendung kommenden Komplexe 



Fig. 7 Effekt der PEG-Modifizierung auf den Gentransfer 
in K562-Zellen, 

Fig. 8 Effekt der PEG-Modifizierung auf den Gentransfer 
in murine Neuroblastomzellen, 
5 Fig. 9 Verringerung der unspezifischen Aufnahme der 
Komplexe durch P388 Mausmakrophagen durch Modifizie- 
ren der Komplexe mit PEG, 

Fig. 10 Verringerung der Wecbselwirkung mit Plasma- 
pro teinen durch Modifizieren von DNA/Tf-PEI Komplexen 
to mit PEG. 

Beispiel 1 

Unterdrucken der Aggregatbildung von DNA/PEI-Komple- 
15 xen durch Mischen unter salzfreien Bedingungen 

Die Bildung der Komplexe erfolgte durch Mischen von 
gleichen Volumina (250 pi) verdunnter Losungen von Plas- 
mid-DNA, enthaltend die fur das Reportergen Luciferase 



enthalten DNA, die fur ein oder mehrere Tumorantigene ko- 20 kodierende Sequenz (lOugdes Plasmids pCMVL, beschrie- 

ben in der WO 93/07283) und 7,5 ug PEI (N/P-Wert: 6.0) 
bzw. 9 jig PEI (N/P-Wert 72) durch rasches, mehrfaches 
Auf- und Abpipettieren der Losungen, um eine mbglichst 
schnelle Mischung der beiden Komponenten zu erreichen. 
25 Es wurde PEI mit einem Molekulargewicht von 800000 
Dalton verwendet (Huka). Die Endkonzentration an DNA 
im Komplex betrug 20 ug/ml. Fiir Transferrin (Tf) enthal- 
tende Komplexe wurden Konjugate mit kovalent an PEI ge- 
bundenem Tf verwendet, deren Herstellung von Kircheis et 
30 al., 1997, beschrieben wurde, Es wurden zwei verschiedene 
Konjugate verwendet: Tf2PEI (molares Verhaltnis von Tf/ 
PEI 2/1) und Tf4PEI (molares Verhaltnis von Tf/PEI 4/1). 
Der Vergleich der Komplexmischung in HBS (150 mM 
NaCl, 20 mM HEPES, pH 73); in entionisiertem Wasser 



diert. 

Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammenset- 
zung liegt bevorzugt als Lyophilisat vor, gegebenenfalls un- 
ter Zusatz von Zucker, wie Saccharose oder Dextrose, in ei- 
ner Menge, die in der gebrauchsfertigen Losung eine phy- 
siologische Konzentration ergibt. Die Zusammensetzung 
kann auch in Form eines Kryokonzentrats vorliegen. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Ver- 
fahren zur Herstellung einer Zusammensetzung fur die 
Transfektion von Saugetierzellen, bei dem zunachst Kom- 
plexe aus verdilnnten Losungen der Komplexpartner herge- 
stellt und anschlieBend auf eine Konzentration von minde- 
stens 200 pg/ml gebracht werden. 

Das Aufkonzentrieren der Komplexe kann mittels her- 



kommlicher Methoden, z.B. durch Ultrafiltration oder 35 (MQ) allein und in MQ mit 5% Glukose ist in Fig. 1 dargi 



45 



durch Ultrazentrifugation, vorgenommen werden. 

Die erfindungsgemaBen Zusammensetzungen konnen ge- 
gebenenfalls in Form eines Kits vorliegen, wobei die Einzel- 
komponenten DNA einerseits und Polymermodifiziertes 
PEI, an das gegebenenfalls ein Ligand gekoppelt ist, ande- 
rerseits, in getrennten Beh altera vorliegen. 

Figureniibersicht 

Fig. 1 Unterdrucken der Aggregatbildung von DNA/PFJ- 
Komplexen durch Mischen unter salzfreien Bedingungen, 

Fig. 2 Stabilisieren von DNA/PEI-Komplexen mit Poly- 
ethylenglykol (PEG) 



a) Kovalente Kopplung von PEG nach der Komplexie- 50 
rung der DNA mit PEI 

b) Kovalente Kopplung von PEG an PEI vor der Kom- 
plexbildung mit DNA 

c) Abhangigkeit der PartikelgroBe von der Konzentra- 
tion an DNA und PEI bei der Komplexbildung, 



stellt. Die mittlere PartikelgroBe wurde nach verschiedenen 
Zeiten mittels quasielastischer Laserlichtstreuung (Brook- 
haven BI-90) gemessen. Es zeigte sich, daB Komplexe in 
HBS schon nach kurzer Zeit aggregierten, wahrend Kom- 
40 plexe, die in entionisiertem Wasser hergestellt wurden, eine 
stabile GroBe aufwiesen, die durch eine pbysiologische Glu- 
kosekonzentration nicht wesentlich beeintrachtigt wurde. 



Beispiel 2 

Stabilisieren von DNA/PEI-Komplexen mit Polyethylen- 
glykol(PEG) 

a) Kovalente Kopplung von PEG nach der Komplexierung 
der DNA mit PH 



Fig. 3 fur die Stabilisierung der Komplexe ist die kova- 
lente Bindung von PEG entscheidend, 

Fig. 4 Konzentrierung von PEG-stabilisierten DNA/PEI 
Komplexen, 

Fig. 5 Interaktion von DNA/PEI Komplexen mit huma- 
nem Plasma (Immunoblot), 

Fig. 6 Verringerung der Proteinbindung an DNA/PEI 
Komplexe durch Modifizierung mit PEG 

a) Silberfarbung 

b) Uberprilfung der Fdtrierbarkeit, 



Die DNA/PEI-Komplexe mit einem N/P Verhatnis von 
6.0 wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, gemischt und zur 
vollstandigen Komplexierung 40 min bei Raumtemperatur 
55 (RT) gelagert. AnschlieBend wurden 69 pg Methoxysuccini- 
midyl-proprionat-PEG (M-SPA-PEG, Molekulargewicht 
von 5000 Dalton, Shearwater Polymers, Inc., USA, Stamm- 
losung 10 mg/ml in DMSO) in 50 ul MQ Wasser zugesetzt. 
(Dabei entstehl zwischen M-SPA-PEG und den Aminogrup- 
60 pen des PEI eine kovalente Bindung.) Die Reaktionsdauer 
betrug 20 min bei RT; das Gewichtsverhaltnis (w/w) von 
PEG zu PEI betrug 9,2. 

Die KomplexgroBe wurde nach verschiedenen Zeiten 
mittels quasielastischer Laserlichtstreuung gemessen. Um 
65 die erfolgreicbe Stabilisierung der Komplexe zu zeigen, 
wurden der Komplexldsung ein 250 ul Aliquot PBS (137 
mM NaCl, 2.6 mM KC1, 6.6 mM Na 2 HP04. 1.5 mM 
KH2PO4; pH 7,4) zugesetzt Durch diese Erhohung der 
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S alzkonzentration wurde die Aggregation von sterisch nicht 
slabilen Komplexen hervoigerufen, wahrend die PEG-mc- 
difizierten Komplexe keine GroBenveianderung zeigten 
(Fig. 2a). 

b) Kovalente Kopplung von PEG an PEI vor der Komplex- 

bildung mit DNA 

Die PEGylierung von PEI vor der Komplexierung ("pre- 
PEGylierung") wurde wie folgt diirchgefiihrt: 7,5 pg PEI 
wurden mit 6,9 pi M-SPA-PEG 10 mg/ml in DMSO ge- 
mischt und die Reaktion nach 20 min bei RT durch Zugabe 
von 0,2 pMol Glycin abgestoppt (Dabei reagiert das noch 
vorhandene freie M-SPA-PEG mit der Aminogruppe des 
Glycin.) Nach weiteren 20 min wurde die Losung mit MQ 
auf 250 pi aufgefiillt und, wie in Beispiel 2a beschrieben, 
mit 10 pg DNA komplexiert Die weitere Vorgangsweise er- 
folgte ebenfalls wie in Beispiel 2a beschrieben. 

Die verwendeten Komplexe wiesen einen N/P-Wert von 
6,0 auf, das Verhaltnis von PEG/PEI betrug 9,2 (w/w). Die 
nachtragliche PEGylierung ("post-PEGylierung") der Kom- 
plexe erfolgte wie in Beispiel 2a beschrieben. Die Ergeb- 
nisse zeigen, daB auch mit vorhergehender PEGylierung von 
PEI sterisch stabile Komplexe gebildet werden konnen, der 
durchschnittliche Duichmesser der Partikel ist aber etwas 
grofier als bei nachtraglicher PEGylierung (Fig. 2b). 

c) Abhangigkeit der PartikelgroBe von der Konzentration 

und DNA und PEI bei der Komplexbildung 

Die Komplexe wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, in 
MQ gemischt, mit PEG modifiziert und der mittlere Parti- 
keldurchmesser mittels LLS gemessen. Die DNA-Konzen- 
tration bei der Komplexbildung betrug 20 bzw. 320 ug/mL 
Die GroBenmessung erfolgte nach der PEGylierung. Es 
zeigte sich deutlich, daB dutch Mischen in hoheren Konzen- 
trationen mehr Aggregate entstehen (Fig. 2c). 

Beispiel 3 

FUr die Stabilisierung der Komplexe ist die kovalente Bin- 
dung von PEG entscheidend 

In diesem Experiment wurde ein Gewichtsverhaltnis von 
PEG zu PEI von 9,2 gewahlt Es wurde einerseits, wie in den 
vorigen Beispielen, Methoxy-succinimidyl-proprionat-PEG 
(M-SPA-PEG 5000) verwendet, andererseits PEG unter- 
schiedlichen Molekulargewichtes ohne reaktive Gruppen 
(6000 D: Merck, No. 807491; 4000 d: Loba Feinchemie, 
No. 81252; 1500 d: Merck, No. 807489) mit mittleren Mo- 
lekulargewichlen von 6000, 4000 und 1500 Dalton verwen- 
det Die KomplexgroBe wurde nach verschiedenen Zeiten 
mittels quasielastischer Laser Lichtstreuung gemessen. 
Nach PEGylierung wurde der Komplexlosung ein 250 pi 
Aliquot PBS zugesetzt. Fig. 3 zeigt daB nur kovalente Bin- 
dung von PEG an den Komplex die Aggregierung der Kom- 
plexe nach Salzzugabe verhindert 

Beispiel 4 

€0 

Konzentrierung von PEG-stabilisierten DNA/PEI Komple- 
xen 

Die Komplexe wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, ge- 
mischt und, wie in Beispiel 2 beschrieben, mit M-SPA-PEG 65 
stabilisiert Nach der Stabilisierung und Zugabe von 250 ul 
PBS wurde die Komplexlosung (ca. 800 ul) in Mikrokon- 
zentratoren (Vivaspin 500, molekulares AusschluBvolumen 
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100000 Dalton) mit 12 000 g bis auf ein \blumen von ca. 
25 ul und somit eine DNA Konzentration von ca. 400 pg/ml 
DNA konzentriert AnschlieBend wurde mit MQ wieder 
eine Konzentration von 20 ug/ml eingestellt und die GroBe 
S mittels quasielastischer Laser Lichtstreuung gemessen. Fig. 
4 zeigt, daB ohne PEG-Modifizierung nach dem Konzentrie- 
ren aufgrund Aggregation und/oder Absorption der Kom- 
plexe an die Membran keine sinnvollen PartikelgroBen mehr 
gemessen werden konnten, wahrend die stabilisierten Kom- 
10 plexe auch nach Konzentrierung keine Aggregatbildung 
auf wiesen. 

Beispiel 5 

15 Interaktion von DNA/PEI Komplexen mit humanem Plasma 

Dieses Experiment diente dazu, die Interaktion von Plas- 
maproteinen mit den PEI- Komplexen zu bestimmen, wobei 
die an die Komplexe gebundenen Proteine zusammen mit 
20 diesen abgetrennt wurden. 

Es wurde hu manes Citratplasma (Sigma) verwendet. In 
diesem Experiment wurden die Komplexe in folgender 
Weise gemischt: 12,8 ul DNA in 20 ul MQ wurden mit 
9,6 ug PEI in ebenfalls 20 ul MQ gemischt und wie in Bei- 
25 spiel 2 beschrieben modifiziert AnschlieBend wurden die 
Komplexe mit einem Aliquot verdUnntem Plasma 30 min 
bei37°Cinkubiert 

a) Identifizierung der an DNA/PEI Komplexe bindenden 
30 Plasma-Proteine 

In diesem Experiment wurden 40 pi Komplex mit einer 
DNA Konzentration von 320 ug/ml mit 140 pi 1 :70 ver- 
dUnntem Plasma 30 min bei 37°C inkubiert. Die Komplex/ 
35 Plasma Losung wurde auf Mikrofiltrationseinheiten mit ei- 
ner Filter-PorengroBe von 0,2 pi (Whatman, England, Ano- 
pore membrane) aufgetragen. Die Membran wurde vorher 
mit einer BSA Losung (1 mg/ml) abgesattigt und dreimal 
mit HBS (20 mM HEPES pH 7.3, 145 mM NaCl) gewa- 
40 schen, um unspezifische Proteinbindung zu reduzieren. Die 
aufgetragene Losung wurde bei 12 000 g filtriert und drei- 
mal mit HBS gewaschen. Das am Filter zuruckgebliebene 
Material (Komplexe plus Plasmaproteine) wurde mit HBS + 
5% SDS eluiert ("Eluat") und wie das Filtrat der Komplex/ 
45 Plasmalosung ("Filtrat") nach Zugabe von einem Aliquot 
funffach konzentrierten nichtreduzierendem Probenpuffer 
(25% Glyzerin (w/v); 290 mM TRIS pH 6,8; 0^5% SDS 
(w/v); 0,1 mg/ml Bromphenolblau) auf einem SDS-Poly- 
acrylamidgel mit einem Polymergradienten von 2$ bis 12% 
so aufgetrennt 

Fur die immunologische Identifizierung der Proteine 
wurde das Gel in einer "semi dry" Blot-Apparatur (Bio Rad) 
auf eine Ni trozellulosemembran geblottet, unspezifische 
Bindungsstellen mit einer l%igen Milchpulvcrlosung abge- 
sattigt und mit den entsprechenden Antikorpem inkubiert 
Die Antikorper wurden in TBST (150 mM NaCl; 10 mM 
TRIS pH 8,0; 0,1% TWEEN 20) verdunnt 

1 . Antikorper 

Ziege anti-human Complement C3 (fraktioniertes Antise- 
rum, Sigma, Best No. C-7761, Lot Number 054H8842), 
Verdunnung 1 : 3000. 

Ziege anti-human Fibrinogen (fraktioniertes Antiserum, 
Sigma, Best. No. F-2506, Lot Number 115H8828), Verdun- 
nung 1 : 3000. Ziege anti-human Fibronectin (fraktioniertes 
Antiserum, Sigma. Best No. F-1909, Lot Number 
094H8868), VerdQnnung 1 : 3000. 
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2. Antikorper 

Maus anti-Ziege IgG, HRP konjugiert (polyklonal, Jack- 
son Laboratories, Best. No. 205-035-108, Lot Number 
33740), Verdfinnung 1 : 25 000. 5 

Nach Inkubation mit dem zweiten Antikorper wurde die 
Nitrozellulosemembran mehrfach mit TBST gewaschen und 
anschlieBend in Luminol/Enhancer Losung (Pharmacia, No. 

1856135) und Stabiler Peroxid Losung (Pharmacia, No. 

1856136) 1/1 (v/v) 10 min bei RT inkubiert, mehrfach mit to 
TBST gewaschen und ein Film auf dem Blot exponiert. 

Der Immunoblot ist in Fig. 5 dargestelh. Es zeigte sich, 
daB Komplement C3, Fibrinogen, und Fibronectin an die 
DNA/PEI Komplexe im Eluat bin den; ein Effekt, der nach 
PEGylierung (die Komplexe wurden, wie in Beispiel 2, PE- is 
Gyliert) deutlich verringert wird (s. 

Spuren 4 und 5). Die Kontrollen (Spuren 6 und 7) dienten 
dazu festzustellen, in welchem AusmaB diese Proteine ohne 
Anwesenheit von Komplex an die Filtermembran binden. 
Bei der Plasmaprobe ohne DN A- Komplexe findet sich das 20 
Protein erwartungsgemafi hauptsachlich im Rltrat, im Eluat 
konnten keine nennenswerte Mengen der Proteine gefunden 
werden (Spur 1: Humanplasma, 3 pL 1 : 50 verdunnt; Spur 
2: DNA/PEI + Plasma, Filtrat, 6 pi; Spur 3: DNA/PEI + 
Plasma, Eluat, 20 pi; Spur 4: 150 pi Plasma, 1 : 70 verdunnt, 25 
Filtrat, 6 ul; Spur 5: 150 ul Plasma, 1 : 70 verdunnt, Eluat, 
20 ul). 

b) Verringerung derProteinbindung an DNA/PEI Komplexe 

durch Modifizierung mit M-SPA-PEG 30 

Es wurden Komplexe wie in a) beschrieben gemischt und 
wie in Beispiel 2 beschrieben mit M-SPA-PEG modifiziert. 
Die Inkubation mit Plasma, Filtration, Eluierung und elek- 
trophoretische Auftrennung erfolgte wie in Beispiel 5a be- 35 
schrieben. Zum semiquantitative!! Nachweis wurden die 
aufgetrennten Proteine mit Silberfarbung (geringfugig mo- 
difizierte Methode nach Bloom et al., 1987) angefarbt. 

Wie aus Fig. 6a ersichtlich, binden an PEG- modi fizierte 
Komplexe (Spur 5, Eluat) deutlich weniger (nicht sichtbare) 40 
Proteinmengen als an unmodifizierte Komplexe (Spur 3). 
Spur 1: Humanplasma, 3 pL 1 : 50 verdunnt; Spur 2: DNA/ 
PEI + Plasma, Filtrat, 6 ul; Spur 3: DNA/PEI + Plasma, 
Eluat, 20 ul; Spur 4: DNA/PEI-PEG PEG/PEI 9,2/1 (w/w)+ 
Plasma, Filtrat, 6 ul; Spur 5: DNA/PEI-PEG PEG/PEI 9,2/1 45 
(w/w)+ Plasma, Eluat, 20 ul; Spur 6: 150 ul Plasma, 1 : 70 
verdunnt, Filtrat, 6 ul; Spur 7: 150 ul Plasma, 1 : 70 ver- 
dOnnt, Eluat, 20 ul. 

c) Oberpriifung der Filtrierbarkeit von DNA/PEI Komple- 50 

xen 

Um sicherzugehen, daB nach der Filtration ein GroBteil 
der Komplexe auf der Membran zuriickgehalten wind, wur- 
den Komplexe (DNA-Konzentration von 320 pg/ml), wie in 55 
Beispiel 5a beschrieben, gemischt und PEGyliert. Anschlie- 
Bend wurden die Komplexe durch eine mit BSA abgesat- 
tigte Membran filtriert und 3 mal mit je 300 ul HBS gewa- 
schen. Die Absorption der Losung (A260; (Absorptionsma- 
ximum von Nukleinsauren) vor der Filtration (A260 vor Fil- 60 
tration), des Filtrates (A260 Filtrat) und der drei Waschlo- 
sungen (Wasch 1 bis Wasch 3) wurde gemessen. Fig, 6b 
zeigt, daB unmodifizierte Komplexe vollstandig und PEGy- 
lierte Komplexe zum GroBteil zuriickgehalten werden. 
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Beispiel 6 

Effekt der PEG-Modifizierung auf den Gentransfer in Sau- 
gerzellen 

a) Transfektion der humanen Zellinie K562 mit PEG-modi- 

fizierten DNA/(Tf) PEI-Komplexen 

Die Komplexe wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, ge- 
mischt und wie in Beispiel 2 beschrieben mit M-SPA-PEG 
modifiziert. Die DNA-Konzentration bei der Komplexbil- 
dung betrug 20 ug/ml, das Verhaltnis von DNA zu PEI be- 
trug N/P 7,2. Es wurden PEI bzw. Tf-PEI Konjugate zur 
DNA-Komplexierung verwendet, das molare Verhaltnis von 
Tf zu PEI im Konjugat betrug 2/1 (Tf 2 PEI). Das Verhaltnis 
von PEG/PEI betrug 2J/1 bzw. 3,7/1 und 7,4/1 (w/w); das 
emspricht einem molaren Verhaltnis von 0.25 : 1, 0.4 : 1 
bzw. 0.8 : 1. 

Die Kultivierung der Zellen (ATCC CCL-243 K-562) er- 
folgte in RPMI 1640 Medium mit 100 iU/ml Penicillin, 
100 ug/ml Streptomycin und 10% fotalem Kalberserum 
(FCS). Pro Transfektionsansatz wurden 5 00 000 Zellen in 
24- well Ratten (Durchmesser 22,6 mm, Cos tar) ausgesat. 
Die Transfektion erfolgte in serumfreiem Medium. Nach 
vier Stun den wurde das Medium durch serumhaltiges Me- 
dium ersetzt. 24 Stunden nach Transfektionsbeginn wurden 
die Zellen abzentrifugiert, in 100 pi Emtepuffer geemtet 
(250 mM TRIS, pH 7.2, 0,5% Triton X 100), homogenisiert, 
zentrifugiert und je 10 pi aus dem tJberstand fur die Lucife- 
raseaktivitatsbestimmung in 100 ul Probenpuffer (25 mM 
Glycylglycin pH 7.8, 5 mM ATP, 15 mM Mgcl2) verdunnt. 
Die Messung erfolgte nach Injektion von 100 pi Injektions- 
puffer (200 pM Luziferin (Sigma), 20 mM 25 mM Glycyl- 
glycin pH 7.8) in eine Berthold Lumat LB 9507, die Ergeb- 
nisse sind in Fig. 7 dargestellt 

b) Transfektion einer murinen Neuroblastom-Zellinie mit 

PEG-modifizierten DNA/(Tf) PEI Komplexen 

Die Komplexe wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, ge- 
mischt und, wie in Beispiel 2 beschrieben, mit M-SPA-PEG 
modifiziert. 

Die DNA-Konzentration bei der Komplexbildung betrug 
20 pg/ml, das Verhaltnis von DNA zu PEI betrug N/P 7,2. 
Das Verhaltnis von PEG/PEI betrug 3,5/1 bzw. 7,0/1 (w/w); 
das entspricht einem molaren Verhaltnis von 0.38 : 1 bzw. 
0.76 : 1. 

Es wurden PEI bzw. Tf-PEI Konjugate zur DNA-Kom- 
plexierung verwendet, das molare \ferhaltnis von Tf zu PEI 
im Konjugat betrug 2/1 (Tf 2 PEI). 

Die Kultivierung der Zellen (ATCC CCL 131 Neuro 2A) 
erfolgte in RPMI 1640 Medium mit 100 iU/ml Penicillin, 
100 pg/ml Streptomycin und 10% fotalem Kalberserum 
(FCS). Pro Transfektionsansatz wurden 300 000 Zellen in 6- 
well Platten (Durchmesser 35 mm, Costar) ausgesat. Die 
Transfektion erfolgte in serumfreiem Medium. Nach vier 
Stunden wurde das Medium durch serumhaltiges Medium 
gewechselt. 24 Stunden nach Transfektionsbeginn wurden 
die Zellen in 1 00 pi Emtepuffer geemtet (250 mM TRIS, pH 
7.2, 0,5% Triton X 100), homogenisiert, zentrifugiert und je 
10 pi aus dem tJberstand fur die Luciferaseaktivitatsbestim- 
mung in 100 pi Probenpuffer (25 mM Glycylglycin pH 7.8, 
5 mM ATP, 15 mM MgC12) verdunnt. Die Messung erfolgte 
nach Injektion von 100 pi Injektionspuffer (200 pi Luziferin 
(Sigma), 20 mM 25 mM Glycylglycin pH 7.8) in eine Bert- 
hold Lumat LB 9507. 

Fig. 7 und 8 zeigen, daB Modifizieren von DNA/PEI und 
DNA/TfPEI Komplexen den unspezifischen Gentransfer 
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(fiber PEI vermittelt) stark reduziert, wahrend der rezeptor- 
vermittelte spezifische Gentransfer (uber TfPEI vermittelt) 
nicht (Fig. 7) bzw. in Abhangigkeit vom Zelltyp nur gering- 
fiigig (Fig. 8) beeintrachtigt wird. 

Beispiel 7 

Verxingerung der unspezifischen Aufhahme der Komplexe 
durch P388 Mausmakrophagen durch Modifizieren der 
Komplexe mit PEG 

Die Aufhahme der Komplexe durch die Zellen wurde mit 
einem fluoreszenzaktivierten Zellsorter (FACS) durchge- 
fiihrt (FACScan, Bee ton Dickinson). Die Anregungswellen- 
lange des Lasers betrug 488 nm. Die Fluoreszenz wurde bei 
515 nm gemessen. 

Die DNA-KonzentratioQ bei der Komplexbildung betrug 
320 ug/ml, der N/P-Wert 6,0. Das Verhaltnis von PEG/PEI 
betrug 9,2 : 1; das entspricht einem molaren Verhaltnis von 
01: 1. 

Die Komplexe wurden, wie in Beispiel 5a beschrieben, 
gemischt und, wie in Beispiel 2 beschrieben, mit M-SPA- 
PEG modifiziert. Die DNA wurde vor der Komplexierung 
mit YOYOl (l,l'-(4,4.7,7,-tetramethyl-4,7-<iiazaundecame- 
mylen)-bis-^[3-methyl-23-dihydro-(benzo- 1 ,3-oxazol)-2- 
methyliden]-quinolinium tetraiodid; Molecular Probes) in 
einem molaren Verhaltnis von 100 : 1 (Basenpaare 
DNA: YOYOl) markiert Die Kultivierung der Zellen er- 
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Paten tanspriiche 

1. Komplexe aus Nukleinsaure und Pblyethylenimin 
(PET), dadurch gekennzeichnet dafi das PEI mit ei- 
nem daran kovalent gekoppelten bydrophilen Polyme- s 
ren modifiziert ist 

2. Komplexe nach Ansprucb 1, dadurch gekennzeich- 
net daB die Nukleinsaure DNA ist und das Verhaltnis 
DNA zu PEI, ausgedruckt durcb das molare \ferhaltnis 
der StickstofFatome im PEI zu den Phosphatatomen in 10 
der DNA (N/P-Wert) etwa 2 bis etwa 100 betragt 

3. Komplexe nach Ansprucb 2, dadurch gekennzeich- 
net daB der N/P- Wert etwa 2 bis etwa 20 betragt 

4. Komplexe nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net daB der N/P- Wert etwa 3 bis etwa 10 betragt 15 

5. Komplexe nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi das PEI ein Moleku- 
largewicht von etwa 700 D bis etwa 2 000 000 D auf- 
weist 

6. Komplexe nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 20 
net, daB das PEI ein Molekulargewicht von etwa 2000 

D bis etwa 800 000 D aufweist 

7. Komplexe nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das hydrophile Poly- 
mer linear ist. 25 

8. Komplexe nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das hydrophile Poly- 
mer ausgewahlt ist aus der Gruppe Polyethylenglykole 
(PEG), Polyvinylpyrollidone, Polyacrylamide, Polyvi- 
nylalkohole, oder Copolymeren davon. 30 

9. Komplexe nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB das hydrophile Polymer PEG ist. 

10. Komplexe nach Anspruch 8 oder 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi das Molekulargewicht des hydrophi- 
len Polymeren etwa 500 D bis etwa 20 000 D betragt 35 

11. Komplexe nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet daB das Molekulargewicht des hydrophilen 
Polymeren etwa 1000 D bis etwa 10 000 D betragL 

12. Komplexe nach einem der vorhergehenden An- 
sprUche, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Ver- 40 
haltnis Polymer prim are Aminogruppen/PEI etwa 

1 : 10 bis etwa 10 : 1 betragt 

13. Komplexe nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet daB das Verhaltnis etwa 1 : 5 bis etwa 5 : 1 
betragt 45 

14. Komplexe nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet daB das Verhaltnis etwa 1 : 3 bis etwa 1 : 1 
betragt 

15. Komplexe nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet daB PEI mit einem 50 
zellularen Liganden modifiziert ist 

16. Komplexe nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet daB der Ligand Transferrin ist 

17. Komplexe nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB PEI mit dem Liganden uber das hy- 55 
drophile Polymere verbunden ist 

18. Komplexe nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sie als Nuklein- 
saure eine therapeutisch wirksame Nukleinsaure ent- 
halten. 60 

19. Verfahren zur Herstellung von Komplexen nach 
einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeich- 
net daB zuerst DNA und, gegebenenfalls mit einem 
zellularen Liganden modifiziertes, PEI durch Mischen 
der verdunnten Losungen komplexiert und anschlie- 6S 
Bend das hydrophile Polymere an PEI gebunden wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, daB die DNA-Kon- 
zentration etwa 5 bis 50 ug DNA/ml betragt 



21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die DNA-Konzentrarion etwa 10 bis 
40 ug DNA/ml betragt 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die Komplexierung bei einer Salz- 
konzentration unterhalb des physiologischen Werts 
durchgefuhrt wird. 

23. Verfahren nach Ansprucb 22, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Komplexierung in entionisiertem 
Wasser durchgefuhrt wird. 

24. Verfahren zur Herstellung nach einem der Ansprii- 
che 19 bis 23, dadurch gekennzeichnet daB im An- 
schluB an die Komplexierung von DNA und, gegebe- 
nenfalls modifiziertem, PEI die Komplexe aus der ver- 
dunnten Losung auf eine Konzentradon von etwa 
200 ug/ml bis 1 mg/ml, bezogen auf DNA, gebracht 
werden. 

25. Zusammensetzung fur die Transfektion von Sau- 
getierzellen, dadurch gekennzeichnet dafi sie einen 
oder mehrere Komplexe nach einem der Anspriiche 1 
bis 18 in einer Konzentradon von 200 ug/ml bis 
1 mg/ml, bezogen auf DNA, entbalt 

26. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend 
einen oder mehrere Komplexe nach Anspruch 18. 

27. Pharmazeutische Zusammensetzung nach An- 
spruch 26, dadurch gekennzeichnet daB sie die Kom- 
plexe in einer Konzentration von etwa 200 ug/ml bis 
etwa 1 mg/ml, bezogen auf DNA, enthalt. 

28. Pharmazeutische Zusammensetzung nach An- 
spruch 26 oder 27, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Komplexe DNA enthalten, die fur ein oder mehrere 
Zylokine kodiert 

29. Pharmazeutische Zusammensetzung nach An- 
sprucb 26 oder 27 in Form einer Tumorvakzine, da- 
durch gekennzeichnet daB die Komplexe DNA enthal- 
ten, die fur ein oder mehrere Tumorantigene kodiert 
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